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コイ肝細胞培養系を用いた化学物質の内分泌撹乱作用検出法の研究
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　Astudy　on　the　induction　test　of　vitellQgenin（VTG）by　estrogerls　was　carried　out　using　male　and
female　carp（C吻廟z6s　6σ吻。）hepatocyte　cultures．　Male　carp　hepatocytes　showed　a　sensitive
response　to　17β一estradio1，　ethinylestradiol，　diethylstilbestrol　arld　genistein　to　produce　a　high　concen－
tration　of　VTG　in　culture　medium．　Female　carp　hepatocytes　expressed　a　higher　background　level
of　VTG，　but　showed　more　VTG　inducibility　than　male　cells　at　1×10　8M　or　higher　concentrations　of
the　estrogens．　Therefore，　the　VTG　induction　test　using　carp　hepatocyte　culture　seems　to　be　a　usefu工
screening　method　for　estrogenic　effects　of　chemicals．
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緒 言
　近年，内分泌撹乱作用の疑いのある化学物質による環境
汚染や生態系への影響が懸念されており，化学物質による
汚染が認められる河川等においては雄コイの雌性化などが
確認されている’・2）．現在，化学物質について内分泌撹乱
作用の有無をインビトロでスクリーニングする方法として
は，乳がん由来の培養細胞（MCF－7）を用いた方法，ヒ
トエストロゲンレセプター遺伝子を発現させた酵母細胞を
用いるレポーターアッセイ法などが報告されており3），著
者らも高感度レポーター遺伝子アッセイ法について報告を
行っている4・5）．
　本報では水系において環境汚染物質に直接曝露される魚
類に着目し，内分泌撹乱作用検出法の検討を行うこととし
た．これまでに雄魚にエストロゲンを投与すると血中に雌
特有の卵黄タンパク前駆物質ビテロゲニン（VTG）が検
出されることが報告されている6・7）．最近，van　den　Berg
らはコイ（C妙廟％soα吻。）肝細胞を用いて化学物質の
エストロゲン様作用に関する報告8一’1）を行っている．しか
し，金魚（（】σηssガ％∫　απη’z4s）のVTGに対する抗体を用
いた交差反応によるELISA法でコイVTG量を測定して
いるので，コイVTG産生量を正確に測定しているとは言
えない．さらに，VTG誘導能を指標として内分泌撹乱作
用を検出するためには，各種エストロゲンへの応答性や抗
エストロゲン作用の検出など，より詳細な検討が必要と考
えられた．
　著者らはすでにコイVTGに対するポリクローナル抗体
を精製し，ELISA法によるコイVTGの測定法を確立し
ている12・13）．そこで，VTG誘導能を雌性化の指標とした
化学物質の内分泌撹乱作用検出法の確立について検討した．
本影では，コイ肝細胞培養系を用いた化学物質の内分泌撹
．乱作用検出法の研究の一環として，肝細胞の分離・培養法
の検討と主なエストロゲン類によるVTG誘導試験を行っ
たので報告する．
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方 法
1．肝細胞の調製法
　雄及び雌コイ（体重600～1，200g）は三協ラボサービ
ス㈱から購入し，試験に供した．コイは脱血と血清中の
VTG測定のために尾部から採血を行った．全身特に腹部
を消毒用アルコールを用いてよく消毒し，滅菌したステン
レスパットに入れてセーフティーキャビネット内で肝膵臓
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の摘出を行った．．コイでは肝臓及び膵臓が一緒になった肝
膵臓が腸管にからみつくように付．着しているため，腸管を
切らないように注意しながらピンセットで肝膵臓を摘出し
た．摘出した肝膵臓から，林の方法’4）を多少改変．した調
製法を用いて肝細胞を分離し，VTG誘導試験に供した．
Fig．1にそのフローチャートを示すとともに改変部．分にア
ンダーラ．インを．付した．
2．エストロゲン類によるVTG誘導試験
　　調製した肝細胞は0．5％トリパンブルー含有生理食塩水
で希釈し，．トーマ氏血球計算盤で細胞数を計測した．コ
ラーゲンType　lでプレコーティングした24穴マルチ
ウェルプレート（IWAKI製）に1ウェル当たり6×105
個（底面積！cm2当たり3×105個）となるように播種し
た後0．16～0．32μ．Mインスリン，5％．FCS，1．％Antibi－
otic－Antimycotic溶液（Gibco　BRL製）を含むウイリア
ムズE培地で全量を2．OmLとし，3ないし4日間前培養
を行った．前培養後ウイリアムズE培地を交換し，24時
間後にエストロゲン類を添加し，2，4及び6日後に培養
上清を50～100μL採取して産生したVTG量をELISA
法にて測定した．
3。雌コイ肝細胞培養液中のVTGバックグランド濃度推
　　移の測定
　　分離．直後の雌コイ肝細胞をウェルへの播種濃度（3×105
個／mL）に調製し，1ウェル分2mLを遠心分離（2，000
rprn，2分間）し，肝細胞と上清に分けた．上清はそのま
まVTG濃度の測定に．供した．肝細胞は再度2mしの培地
に懸濁．して氷冷下20分間超音波処理し，顕微鏡にて生細
胞が無いことを確認した．遠心分離（2，000rpm，5分間）
後上清を採取し，ELISA法にてVTG濃度を測定し，肝
細胞内の全VTG量を．求めた．また，培養上清中のVTG
濃度推移は前培養4日間，培地交換後7日間測定を行った．
1例につき各2ウェルずつ採取して測定した．
Carp　liver　and　pancreas（Treat　under　sterile　corldition）
　　↓Remove　erythrocytes　in　ice－cold　g量2t　free　Ha逗k．’s　blapc皇d婁．alt．sQ1慮ion（昼SS）．
　　↓Wash　with　small　volume　of　ice－cold＿．
Scratch　and　break　into　small　pieces　with　s　ri皿e．．．pee亘1es　lp．　Ca2†free　Hank’s．　BSS　go皿taipin：．1mM　EgエA．
　　↓Replace　into　Centrifuge　tube　and　spin　at　2，000　rpm　for　2　min．　Remove　supernatant．
　　↓Suspen具毘i良h§mall　volume　qf　Ca2土free　Hallkls　BSS　containin　O，060．．．colla．　enase　aロd　5　mM　Cagl．
　　↓Spin　at　2，000　rpm　for　2面n．　Remove　supernatant。
Add　5　mL　of⊆a2†free　Hank’s　BSS　containing　O．06％collagenase　and　5　mM　CaC12　per　l　g　of　liver　and　pancreas．
　　↓Replace　into　steri．le　flask　arld　venti13te　with　95％02：5％CO2　for　20－30　sec．
　　↓　Incubate　at　30。C　and　stir　at　120＝130　s集roke／阻in　for．30π45翼in　to　isolate　hepatocytes・
　　↓Filtrate　hepatocytes　and　remQve　undigested　debris　with　2　sheets　of　sterile．一
　　↓Spin　at　2，000　rpm　for　2　min．　Remove　supernatant．　　　　　　　　　　　　　　　　　　’
　　↓Wash　with　ice－cold　sterile　Ca2＋free　Ha曜s昼SS　and　spin　at　2，000　rpm　fQr　2　min．
Add．0．5　mL　of　erythrocyte　hemol　sis　buffer　er　1．．　o美live芸．　and．　ang夏eaミ，　if　necessary．
　　↓Spin　at　2，00Q　rpm　for　2　min　immediately．　Remove　supernatant．
　　↓Wash　with　ice－cold　ga鑓f股e旦ank’s．旦§S　a．nd　spin　at　2，000　rpm　for　2　min．
　　↓Remove　supernatant．　Repeat　this　washing　2　times．
　　↓Spin　at　1，000　rpm　for　90　sec　to　remove　dead　cells．　Remove　supernatant　carefully．
Suspend　with　William’s　E　medium　containing　5％FCS　and　Oユ6－0．32μM　insulin　and　Inake　the　total　volume．　to　10　mL．
膿：画趣細柳懸似鯉翻1翻瀧蓋y欝寒熱雑器鶴即tocytedensity
Prepare　hepatocyte　culture　at　a　density　of　6．×105　cell／well　on　24　well　plate　pre－coated　with　collagen（Cellmatrix　Type　I－P）．
　　↓Add　William’s　E　medium　containing　5％FCS　and　O．16－0，32μM　insulin　and　make　the　total　volume　of．2　mL　in　ea．ch　well．
　　↓　Incubate　at　30。C　in　a　CO2　incubator　at　5％．　CO2．　for　3－4　days．
．Comfirm　that　hepatocytes　are　cultured　in　monolayer　on　well　bottom　under　microscopy．
　　↓Change　William’s　E　medium　containi．ng　5％FCS　and　Oユ6－0．32μM　insulin．
After　24　hr　incubation，　add　20μL　of　William’s　E　medium　containing　17β一estradio1（E．2）＊to　make　final　E2　concentr．ations　of
！×10－6．，1×10－7，1×10一8and　1×10－9　M　for　VTG　induction　tests．
Similarly，　add　20μLof　William’s　E．　medium　containing　other　estr．ogens　to　make　proper　concentrations　for　VTG　induction　t．ests．
　　↓　Incubate　at　30。C　in　CO2　incubator．
On　day　2，4and　6，　take　50－100μL　of　supernatant　from　each　well　to　measure　VTG　co．ncentration　with　ELISA．
　　　Fig．1　Preparation　of　Carp（Cyρr1ηαs　c∂rρ10）Hepatocyte　Cu［ture　and　Method　for　Vite闘ogenin　lnduction　Test
　Under　Iines　6hQw　modifications　Qf　the　method　of　Hayashi14）．
＊E2　and　other　estrogens　were　first　dissolved（suspended）in　ethanol　to　make　stock　solution　and　then　the　test　solution　was　prepared　to
contain　the　estrogens　at　100　fold　higher　concentration　with　William’s　E　medium．　Final　concentration　of　ethanol　was　Iess　than　O．01．％
in　e．ach　well　except　for　genistein（GS）which　is　Iess　than　O．05％．
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4．エストロゲン類の添加方法
　17β一エストラジオール（E2），エチニルエストラジ
オール（EE　2），ジエチルスチルベストロール（DES），
ゲニステイン（GS）は和光純薬工業㈱製を用いた．エス
トロゲン様作用の検出では，それぞれ1×10－2Mのエタ
ノール溶液（GSは1×10－1M）老調製した．肝細胞に対
する溶媒の影響を最小とするために，原液をウイリアムズ
E培地にて1×10　4～1×10－8Mに希釈した調製液を作製
し，その20μLを各ウェルに全培地量が2．OmLになるよ
うに添加してVTGの産生誘導を行った．エタノールの最
終添加濃度はGS　5×10－5M添加時の0．05％を除いた他は
全て0．01％以下とした．
5．ELISA法
　ウサギ抗コイリポビテリン（コイVTGの主要部分）抗
体（硫安沈殿，DEAE精製）を20μg／mしとなるように
フィルター滅菌した20mMリン酸等張緩衝液（PBS，
pH　7．4，0．！％アジ化ナトリウム含有）に溶解し，96穴マ
イクロプレート（IWAKI　ELISAプレート）に1ウェル
当たり0．1mLを添加した後4℃で1晩放置して抗体の固
相化を行った．ついでこのプレートをpH　7．4の0．05％
Tween　20含有20　mMリン酸等張緩衝液（T－PBS）で3
回洗い，1％牛血清アルブミン（BSA）を含有するT－
PBS（0，02％アジ化ナトリウム含有）を250μL／well添
加し，室温で2時間プレートミキサーを用いてブロッキン
グを行った．T－PBSで3回洗った後，培養上清をウイリ
アムズE培地で適宜希釈した試料溶液各50μLを添加し，
室温で2時間プレートミキサーにて撹面した．また，検量
線を作成するために同一プレート上に，雌コイ血清から調
製したVTG標準品をウイリアムズE培地で希釈して5～
500ng／mしとした標準溶液を各50μLを同様に添加した．
T－PBSで4回洗った後，一次抗体として，1％BSA含
有T－PBS（0．02％アジ化ナトリウム含有）で2，000倍に
希釈したジゴキシゲニン化ウサギ抗コイリポビテリン抗体
（F（ab’）2画分，約1mg／mL）を100μL／well添加し，
室温で2時問プレートミキサーにて撹搾した．T－PBSで
4回洗った後，二次抗体として，1％BSA含有T－PBS
（アジ化ナトリウム不含）で2，000倍に希釈したヒツジ抗
ジゴキシゲニンーペルオキシダーゼ標識抗体（べ一リン
ガーマンハイム自製，Fab画廊）を100μL／well添加し，
室温で1時間プレートミキサーにて撹拝した．ついで，
T－PBSで4回洗った後，3mg／mしの。一フェニレンジア
ミン及び0．03％の過酸化水素を含有する0．1Mクエン
酸一リン酸1ナトリウム緩衝液（pH　5．0）を100μL／well
添加し，遮光して室温で5分問静置した．2M塩酸を50
μL／well添加して反応を停止させ，マイクロプレート
リーダー（東ソー㈱製MPRA　4　i）にて，492　nmにおけ
る吸光度を測定した．同時に作成した検量線から産生した
VTG量を算出した．
結果及び考察
1．肝細胞の収量・生存率及び雌雄iコイ血清中のVTG濃
　度
　Table　1に試験に供した雄（η＝27）及び雌（％＝5）コ
イの体重，肝膵臓の重量，肝細胞の収量及び収率，トリパ
ンブルー染色による生存率，血清中VTG濃度などを示し
た．雄コイの肝膵臓1g当たりの収率は0．55±0．26×107
c l／g　liverとなり，成魚を使用しているため林の方法14）
に比べてやや少ないものの，生存率は87±5％と試験に
供することが十分可能であった．また，雄コイの血清中
VTGは27例中5例では検出限界値（50　ng／mL）以下で
あったが，22例で検出され，その濃度範囲は60から最大
で385，000ng／mしであった．この雄コイの血清中に認め
られたVTGは，養魚場で用いられている飼料にダイズが
含まれていたことからダイズ由来の植物エストロゲンに起
因する可能性が考えられた2，15）．しかし，調製した肝細胞
の培養上清中のVTGバックグラウンド濃度は培地交換後
7日間培養後でも5±3（π＝24）ng／mしと低いもので
あったことから，VTG誘導試験に用いることが可能で
Table　1Hepatocyte　Yield　and　Vitellogenin（VTG）Level　of　Carp（Cyρr’ηαs　carρ10）Serum　Used
in　Experiments
Male＠＝27） Female＠＝5）
Body　weight
Liver　weight
Total　yield　of　hepatocytes
Hepatocyte　yield／g　Iiver
Viability＊
VTG　level　of　serum＊＊
VTG　level　of　medium＊＊＊
840±2309
9．3±3．39
5．0±2．1×107ce11／body
O．55±0．26×107cell／g　liver
87±5％
0．018±0．078mg／mL
5±3＠＝24）ng／mL
900±1909
8．2±2．39
7．5±1．8×107cell／body
O．94±0．27×107cell／g　liver
85±6％
16．1±9．8mg／mL
1，920±1，390ng／mL
　＊Measured　by　trypan　blue　exclusion　method．
＊＊uTG　was　detected　in　22　male　carp　serum　samples　at　the　range　of　60－385，000　ng／mL．　Detection　limit　was
　50ng／mL．　Concentraton　of　VTG　under　the　detection　limit　was　regarded　as　O　ng／mL　for　simplicity，
＊＊ホcetection　lilnit　was　6α．2ng／mL　by　extrapolation．　Concentraton　Qf　VTG　under　the　detection　limit　was
　regarded　as　O　ng／mL　for　simplicity．
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　　あった．
　　　一方，試験に供した雌コイの血清中VTG濃度は極めて
　　高く16．1±9．8mg／lnLであった．調製した雌コイ肝細胞
　　では細胞培養上清中にも高いVTGバックグラウンド濃度
　　が認められ，培地交換後7日間培養後の平均値は1，920±
　　1，390ng／mL（η＝5）であった．
　　2．雌コイ肝細胞培養系におけるV丁Gバックグラウンド
　　　濃度の推移
　　　雌コイ肝細胞培養系におけるVTGバックグラウンド濃
　　度が高かったことから，雌肝細胞分離直後からのVTG濃
　　度推移を調べ，その結果（2例の平均値）をFig．2に示
　　した．雌肝細胞調製直後は培養上清中のVTG濃度はさほ
　　ど高くなく，肝細胞内のVTG濃度の方が高い結果となつ
　　た．培養を行うに従って2日目までに急激にVTG産生が
’　起こり，培養上清中のVTG濃度が上昇した．4日間の前
　　培養後，培地の交換によって培養上清中のVTG濃度は急
　　激に低下し，以後7日間の培養期間でやや上昇するものの，
　　ほぼ一定のVTG濃度となった．従って，雄コイ肝細胞培
　　養系に比べてバックグラウンド濃度は高いものの，VTG
　　誘導試験に供することが可能と考えられた．
　なお，雌肝細胞の前培養期間中に認められた急激な
VTG産生は，後に述べる雌肝細胞培養系を用いたVTG
誘導試験でのE2濃度1×10－6M以上の誘導能に匹敵し
ていた．しかし，この様な高濃度のエストロゲンが分離し
た雌肝細胞中に存在することは考えられないことから，こ
のVTG産生は雌肝細胞の記憶効果（memory　effect）に
より生じたものと推測され，分離直後の心肝細胞は雌とし
ての機能を維持していることが示唆された．
3．E2によるVTGの産生誘導試験
　調製した雄コイ肝細胞のE2に対する応答性について検
討した．Fig．3に各濃度のE2に誘導されるVTG産生量
の推移を示した．雄コイ肝細胞は1×10－9MのE2にも
応答性を示したが，！×10－9MでのVTGの産生量は低く，
2日から6日間でほぼプラトーとなった．また，1×10－8
M及び1×10－7Mでは4日目から6日目でVTG産生量
はわずかに増加する程度であったが，1×10－6Mでは6
日目までVTG産生量の上昇が続いた．このことから，雄
コイ肝細胞培養系はE2に対して十分な感受性を持ってお
り，化学物質を添加した培地で6日間程度の培養を行うこ
とにより，エストロゲン様作用の検出系として用いること
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　Fig．2　Vitellogenin（V丁G）Expression　by　Cultivated
　　　　Female　Carp　Hepatocytes
　VTG　assay　was　carried　out　in　duplicate，　Data　were　averages
of　21neasurernents．
＊VTG　concentration　was　measured　on　freshly　prepared　hepa－
tocyte　suspension．　Hepatocyte＄were　separated　by　centrifuga－
tion（2，000　rprn，2　min）and　sonicated　in　the　sarne　volume　of
medium　before　VTG　assay．　Culture　medium　was　assayed　direct－
ly．
0 2　　　　　　　　　4
．lncubation　t㎞e（day）
6
Fig．3　VTG　lnduction　by　17β一Estradiol（E2）in　Male
　　　　Carp（Cyρ〃ηαs　c∂rρノ。）Hepatocyte　Culture
　Male　carp　hepatocyt 　were　cultured　in　the　presence　of　indicat－
ed　concentration　of　E2　added　in　the　refeedillg　medium．　VTG
concentration　of culture　medium　was　monitored　for　6　days　after
24hour　preincubatiQn．　Markers　and　error　bars　indicate　a▽erages
and SD　of 17　measurements．
一4一
が可能と考えられた．
4．主なエストロゲン類に対する雄及び雌コイ肝細胞の応
　答性
　Fig．4にはE2のほか，　EE　2，　DESの2種のエストロ
ゲン類及び植物エストロゲンのGSに対する雄コイ肝細胞
培養系の応答性を示した．最も強くVTG産生を誘導した
のはEE　2であり，1×1r10Mでもわずかではあるが
VTG産生（74±55　ng／ml，％＝3）が認められた．一方，
E2とDESのVTG誘導能を比較すると，低濃度域では
E2がDESよりやや高い誘導能を，高濃度域ではDESが
高い誘導能を示した．植物エストロゲンであるGSは他の
エストロゲンの100分の1程度のVTG誘導能を示した．
　雌コイ肝細胞培養系のエストロゲン類に対する応答性を
Fig．5に示した．雌コイ肝細胞では高いVTGバックグラ
ウンド濃度により，E2濃度1×10－9MでのVTG産生量
には明らかな増加は認められなかった．しかし，E2を
1×10－8M以上で使用した場合には，雄肝細胞に比べて
3～4倍のVTG産生量を示した．また，　EE　2，　DES及
びGSにおいても，1×10－7M以上の濃度ではVTG誘導
能が雄肝細胞より2～5倍高いことが示された．なお，4
種のエストロゲンに対する感受性は雄と雌肝細胞ともほぼ
同様の傾向を示した．
　以上の結果から，雄及び雌コイ肝細胞培養系は合成エス
トロゲン類のみならず植物エストロゲンに対しても高い応
答性を示すことが明らかとなった．コイ分離肝細胞培養系
は化学物質の内分泌撹乱作用の検出法として応用が可能で
あると考えられた．
結 語
　雄コイ肝細胞培養系はVTGバックグラウンド濃度も低
く，E2を始めとしてEE　2，　DES，　GSに対して高い応答
性を示したことから，化学物質のエストロゲン様作用の検
出が可能であった．一方，雌コイ肝細胞ではVTGバック
グランド濃度は高いが，エストロゲン類に対して1×10－8
M以上の濃度では雄肝細胞の2～5倍のVTG産生量を
示した．また，エストロゲン類に対する応答性も雄コイ肝
細胞と同様の結果を示した．これらの結果から，コイ肝細
胞培養系は各種化学物質の内分泌撹乱作用の検出系として
応用が可能であると考えられた．
　なお，本研究の一部は，平成11～13年度北海道立衛生
研究所・特別研究「食品の安全性に関する調査研究」の一
管
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Fig．4　VTG　lnduction　by　Major　Estrogens　in　Maie　Carp
　　　Hepatocyte　Culture
　Male　carp　hepatocytes　were　refed　with　Ilew　medium　and　in－
cubated　with　indicated　concentration　of　estrogens　for　6　days　after
24hour　preincubation．　Culture　medium　was　assayed　for　VTG
concentration．　Markers　and　error　bars　indicate　averages　and　SD
of　4　measurements．　E2：17β一Estradiol，　EE2＝Ethinylestradiol，
DES＝Diethylstilbestrol，　GS：Genistein．
Fig．5 VTG　lnduction　by　Major　Estrogens　in　Female
　　　Carp　Hepatocyte　Culture
　Female　carp　hepatocytes　were　treated　as　described　in　the　legend
to　Fig．4 r　male　cells．　Culture　medium　was　assayed　for　VTG
concentration，　Markers　and　error　bars　indicate　averages　and　SD
of　4　m asurern nts，　E2：17β一EstradiQ1，　EE2：Ethinylestradiol，
DES：Diethyl ilbestrol，　GS；Genistein．
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環として行われたものである16，17）．
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